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DEFINITIONER OCH
FORKORTNINGAR

CBRN: Kemiska (C), biologiska (B), radiologiska (R) och
nukledra (N) @mnen

CDC.: Centers for Disease Control and Prevention,
USA:s motsvarighet till Folkhdlsomyndigheten

C-natverket: Nitverk t6r kemiska analyser vid kris

Endopep-MS: Masspektrometrisk metod for att detektera
och sirskilja serotyper av botulinumtoxiner dir toxiner-
nas enzymatisksa egenskaper anvinds.

Enterotoxin: Virmestabila matforgiftningsframkallande
gifter som bildas av bakterien Staphylococcus aureus

EQuATox: Ett internationellt nitverk dir nio framsta-
ende laboratorier ingér. Nitverket organiserar EU-tdc-
kande kompetenstest f6r toxinanalyser. Testerna genom-
fors vid 32 laboratorier 1 20 olika ldnder.

LC-MS/MS: En forkortning av analysmetoden for vitske-
kromatografi tandem-masspektrometri

MS: Masspekrometri, instrument for identifierande ana-
lys genom att molekyler bestralas med elektroner som
gor att de faller sonder 1 mindre bestandsdelar vilka ofta
ger unika monster

MSB: Myndigheten f6r samhillsskydd och beredskap

Toxin: Ett giftigt &mne som kan tillverkas av/bildas i
levande organismer

UHPLC-QTOF MS: En forkortning av analysmetoden
for hégupplosande vitskekromatografi, Quadrupole
Time-of-Flight tandem MS

Zoonos: Infektion som kan smitta mellan djur och
ménniska

Foto: Annika Tevell Aberg, SVA




Foto: UIf Bondesson, SVA

Projekt Kemisk analys av toxiner har kraftigt bidragit till att starka den svenska
beredskapen for att hantera kriser dar toxiner eller syntetiska varianter av vaxtdroger ar inblandade.

Sammanfattning

Minga toxiner, det vill siga gifter som produceras av
levande organismer, har mycket hog giftverkan. Trots
det har tekniker for att snabbt identifiera dessa dmnen 1
laga koncentrationer varit mindre vil utvecklade.

Syftet med projektet Kemisk analys av toxiner har
varit att ta fram moderna analysmetoder baserade pa
masspektrometri for de mycket giftiga &mnena botu-
linumtoxin, mjiltbrandstoxin, saxitoxin, stafylokock
enterotoxin B och cereulid, samt for syntetiska varianter
av vixtdrogerna cannabinol och katinon.

Arbetet har finansierats via MSB:s anslag for krisbered-
skap eftersom de hir dmnena kan anvindas i samband
med brottslighet/biologisk krigstoring eller pa andra
sdtt bidra till att kritiska situationer uppstér genom att
ménga ménniskor drabbas av forgiftning.

Naturlig férekomst av toxinerna i livsmedel kan ge
upphov till akut livsmedelsforgiftning. Syntetiska can-

nabinoider eller katinoner kan orsaka akut forgiftning i
samband med drogintag. Det finns med andra ord starka
skil for att utveckla snabba och sikra analysmetoder.

Projektet har genomférts som fristaende delprojekt vid
Statens veterindrmedicinska anstalt, Totalforsvarets
forskningsinstitut, Livsmedelsverket, Statens kriminal-
tekniska laboratorium och Rittsmedicinalverket, men
samordnats av ett nitverk for kemiska analyser vid kris,
C-nitverket, dir alla myndigheterna ingar.

Arbetet har resulterat i att svensk krisberedskap har
skirpts. Den gemensamma formagan att identifiera ex-
tremt giftiga och svaranalyserade dmnen/dmnesgrupper
har forbittrats kraftigt.

Nya och forbittrade analysmetoder har tagits fram och
samverkan har stirkts pa ett sdtt som underlittar ett
gemensamt, framtida utnyttjande av laboratorieresurser
vid krishindelser.
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Bakgrund och syfte

Ett kontinuerligt arbete med att
utveckla och uppritthalla hog
beredskap for att férebygga och
hantera samhillskriser pagar. Kris-
beredskapen i det svenska samhillet
innefattar ménga olika omréaden och

aktorer.

Det MSB-finansierade projektet
Kemisk analys av toxiner har ge-
nomforts for att utveckla samhillets
tormaga att hantera hindelser med
giftiga d&mnen, sa kallade CBRN-
héndelser. De dr sillsynta, men kan
ha mycket stor inverkan pa samhillet

nér de intriffar.

Projektet har under en trearsperiod
arbetat med att forbittra kunskaper-
na om farliga toxiner och myndig-
heternas férmaga att utféra kemiska
analyser av dessa och nagra synte-
tiska varianter. Bakgrunden &r att
nagra av de mest giftiga, nu kénda
dmnena, hor till kategorin toxiner,
ett samlingsnamn for gifter som
produceras av levande organismer,
till exempel bakterier, alger, svam-
par, vixter eller djur.

Toxiner med mycket hog giftighet
representerar ett potentiellt hot.
Trots detta har det funnits brister i
de svenska myndigheternas féormaga
att upptidcka dem. En delforklaring
kan vara att forekomsten av na-
turliga toxiner inte regleras ilag i
samma utstrickning som industriellt
framstillda kemiska dmnen.

Inom projektet Kemisk analys av
toxiner har Statens veterinidrme-
dicinska anstalt, Totalforsvarets
forskningsinstitut, Livsmedelsverket,
Statens kriminaltekniska labora-
torium och Rittsmedicinalverket
aktivt samverkat for att forbittra
kunskaperna om farliga toxiner och

respektive myndighets formaga att
utfoéra kemiska analyser av dessa.
Projektet har varit inriktat pa de
hogprioriterade, giftiga amnena
botulinumtoxin, saxitoxin, entero-
toxiner, cereulid, mjiltbrandstoxin
(antraxtoxin) samt syntetiska can-

nabinoider och katinoner.

Sofistikerade kemiska analysmetoder
krivs for att hitta och identifiera
dessa toxiner och relaterade substan-
ser. I'6r att skapa en resurseffektiv
och god laboratorieberedskap behévs
ocksé en samverkan mellan olika
svenska myndigheter, sa att befintlig
kompetens och instrumentell utrus-
ning kan utnyttjas gemensamt vid
behov.

GEMENSAMT PROJEKTMAL

Malet for projektet var att ta fram
moderna analysmetoder baserade pa
mittekniken masspektrometri (MS)
for flera mycket giftiga och ur ett
CBRN-perspektiv viktiga bakterie-
toxiner och syntetiska varianter av
vixttoxiner (droger).

Syftet med myndighetssamarbetet
var att skapa den kritiska massa av
kompetens som krivs for att utveck-
la kemiska analysmetoder for dessa
extremt svaranalyserade &mnen

och hitta de bésta lésningarna for
enskilda analytiska och laborativa
fragestdllningar.

GENOMFORANDE

Arbetet inom Kemisk analys av toxi-
ner har under en treérsperiod be-
drivits som fristaende delprojekt pa
respektive myndighet, med finansie-
ring fran anslaget 2:4 Krisberedskap.
Samarbetet mellan deltagarna har
samordnats av C-nitverket som har

organiserat arbetsmoten inklusive
studiebesok och gistforeldsningar
med inbjudna experter inom kom-
petensomradet. Det sammantagna
arbetet inom C-nitverksprojektet
kommer att redovisas i en fristdende
rapport.

RESULTAT OCH NYTTA

Myndigheterna som deltagit i pro-
jektet har triffats fyra ganger per ar
tor arbetsmoten kring olika teman
inom analytisk kemi, med syfte att
hoja kompetensen inom gruppen. Vid
dessa moten har respektive myndig-
heter ocksa redovisat sina pagaende

projekt.

Diskussionerna inom expertgruppen
har varit en viktig faktor f6r delpro-
Jektens utveckling. Den gemensam-
ma kompetensbasen har ocksa varit
en nyckel till framgang. I ett flertal
av projekten har ny teknik i form

av hogupplosande masspektrometri
tillampats for att 1osa de kemiska
analysfragestillningarna.

Genom toxinprojektets arbete har en
okad nationell formaga att hantera
krishidndelser som involverar toxiner
och syntetiska cannabinoider och
katinoner uppnatts. Den gemensam-
ma férmagan att identifiera extremt
toxiska och svéranalyserade dmnen/
dmnesgrupper har dirmed kraftigt
forbittrats. Detta redovisas mer

i detalj i de foljande avsnitten dir
myndigheterna berittar om resulta-
ten inom sina ansvarsomraden.

Projektsamarbetet har gett f6r-
bittrade forutsittningar for kun-
skapsoverforing och gemensamt
utnyttjande av laboratorieresurser
vid krishdndelser och ddrmed en
starkt krisberedskap. Myndigheterna



har under projektperioden deltagit i
laboratoriejamforelser for saxitoxin,
botulinumtoxin och statylokock
enterotoxin B, inom EU-projektet
EQuATox (www.equatox.net).

C-nitverket har ocksa administrerat
och sint ut ett antal laborativa tester
till myndigheterna. Prover med
okint innehall har skickats ut och
syftet har varit att skapa en bild av
myndigheternas laborativa analys-
formaga med befintliga resurser.
Detta har resulterat i en 6kad medve-
tenhet om den egna férmagan att
identifiera/hantera olika typer av
gifter och provmaterial, men ocksa
en okad medvetenhet om 6vriga
myndigheters féormaga.

SLUTSATSER
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Projektet har varit framgangsrikt och gett en god forstarkning
av svensk krisberedskap. Arbetet i natverket har varit en nyckel

till att |6sa manga analysfragestallningar. Genom natverket har
delprojekten som drivits vid de enskilda myndigheterna fatt
tillgang till en stérre, samlad kompetens. Arbetet har resulterat
i att nya och forbattrade analysmetoder tagits fram for sarskilt
giftiga toxiner och relaterade substanser som ar intressanta ur

ett CBRN-perspektiv.

FAKTA - MASSPEKTROMETRI

Masspektrometri, MS, dr en
teknik som kan analysera olika
kemiska dmnen vid mycket laga
koncentrationer.

Varje substans ger upphov till
ett specifikt masspektrum som
speglar den kemiska samman-
sdttning. Masspektrat kan an-
vindas for att identifiera dmnet
pa samma sitt som fingerav-
tryck anviands inom kriminaltek-
niken.

Metoden bygger pa att damnenas
vikt bestdims med h6g nog-
grannhet. Man kan ocksa sla
sonder molekylerna i mindre
delar (fragment) vars enskilda
vikter ocksa kan bestimmas. De
olika fragmentens vikter visas i
ett masspektrum som dr speci-
fikt for ett visst dmne.

Masspektrum for kinda dmnen
finns ofta samlade 1 datorbiblio-
tek. Biblioteken anvinds for att

ge ett snabbt svar pa vilka &mnen
som forekommer i ett analyserat
prov. Dessa bibliotek kompletteras
och vixer allt eftersom nya dmnen
identifieras.

Det finns flera olika maspektrome-
triska tekniker. De har utvecklats for
att det ska gé att fa fram tillracklig

information for att fa ett ana-
lysbesked for prover fran olika
typer av provmaterial.

Eftersom manga toxiner dr
giftiga dven 1 mycket laga
koncentrationer 6ppnar MS nya
mojligheter att utfér snabba
och sikra analyser
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Arbete med botulinumtoxin vid
Statens veterinarmedicinska anstalt

SVA ir ett veterindrmedicinskt ex-
pert- och serviceorgan med uppdrag
att 6vervaka och utveckla kunskap
om smittsamma djursjukdomar, zoo-
noser och farliga amnen. SVA ska
aven utveckla och utféra diagnostik
av smittimnen och risksubstan-

ser, ett uppdrag som kopplar till
nedanstiende rubrik fran en svensk
kvillstidning: Tvdbarnsmamma akut
sjuk — av rokt sik.

Det hir dr bakgrunden: En kvinna
fran Ostergotland hade insjuknat
efter att ha itit varmrokt sik under
midsommarfirandet. I slutet av hel-
gen blev hennes tillstand sé allvar-
ligt att hon fick placeras i respirator.
Analyser av kvinnans blod och
resterna av siken visade pa forekomst
av det starka giftet botulinumtoxin.
Kvinnan hade drabbats av botulism.
Det #r en mycket allvarlig sjukdom
som kan drabba bade minniskor
och djur. Den orsakas av botulinum-
toxiner, som bland annat bildas av
bakterien Clostridium botulinum.

Eftersom mycket sma mingder av
giftet framkallar sjukdom kravs
vildigt kinsliga analystekniker for
att hitta giftet i kroppsvitskor. Den
metod som traditionellt anvinds i
virlden dr etiskt ifragasatt och tidso-
dande: Provet som ska analyseras
sprutas in i moss. Utvecklar moss-
sen symptom pé sjukdom kan man
faststilla att provet innehdll botuli-
numtoxin.

SVA har sedan ar 2006 arbetat
med att utveckla en instrumentell
(djurtsrsokstri) metod for analys av
botulinumtoxiner. Detta i samar-
bete med en grupp vid Centers for

Har bereds prover i en sakerhetsbank vid SVA,

infor analys i en masspektrometer.

Disease Control and Prevention
(CDC) i Atlanta, motsvarigheten till
Folkhélsomyndigheten i Sverige.
Metoden bygger pa masspektrometri
och kallas Endopep-MS.

PROJEKTMAL

Malet for delprojektet vid SVA var
att sitta upp och funktionstesta (va-
lidera) metoden Endopep-MS for att
spara aktiva botulinumtoxiner.

Botulinumtoxinerna delas upp 1 sju
olika grupper, sa kallade serotyper
(A-G) beroende pa hur de verkar.
Dessa grupper kan direfter delas in
1 en eller flera undergrupper (sub-
typer) beroende pa hur toxinernas
aminosyrasekvenser ser ut.

Ett projektmal var ocksa att skapa
en databas med de olika subtyperna

Foto: Karin Nilsson, SVA

av botulinumtoxiner. Skillnaderna i
deras sammansittning kan anvindas
tor att underlitta smittsparning, det
vill sdga finna samband mellan spe-
cifika sjukdomsfall och en misstinkt
smittkilla pa samma sitt som finger-
avtryck kan jaimféras med varandra.
Nir botulinumtoxiner har orsakat
sjukdom kan det vara viktigt att
spéra killan, oavsett om det handlar
om avsiktlig eller oavsiktlig sprid-
ning av giftet.

RESULTAT OCH NYTTA

Inom ramen f6r projektet har SVA
utrustat ett laboratorium limpat for
arbete med Endopep-MS-metoden
tor de mycket giftiga botulinumtoxi-
nerna. De olika delarna i Endopep-
MS-metoden har i tur och ordning
optimerats pa SVA. Direfter har den



funktionstestats for toxintyperna A,
B, E och F som framforallt framkal-
lar sjukdom hos ménniskor och C, D
samt blandformerna C/D och D/C,

som framst férknippas med botulism

hos djur.

Metodens tillforlitlighet utvirdera-
des i en provningsjimforelse inom
EU-projektet EQuATox. Laborato-
rier som deltog i projektet analy-
serade identiska prover med olika
metoder och sedan jimfordes analys-
resultaten. I provningsjamforelsen
(www.equatox.net) rapporterade SVA
ritt svar med den nya metoden for
alla prover. Det var ett viktig blind-
test av metodens prestanda. Vir-
defulla kontakter kunde dessutom
knytas med andra laboratorier som
ocksa jobbar med toxinerna.

Metoden dr tagen i bruk som en ru-
tinmetod pa SVA f6r analys av blod-
prover. Diarmed finns nu férmagan
att detektera och bestimma typen av
botulinumtoxin under loppet av en
arbetsdag, helt utan att anvinda for-
s6ksdjur. Detta kommer att ha stor
betydelse om ett stort antal prover
behover analyseras framover. Att
metoden dr snabb dr ocksa av stor
betydelse eftersom botulism 4r en sa
allvarlig sjukdom.

Under projektet har etablering av ett
arbetssitt for smittsparning startat
och en databas har byggts upp som
referensbibliotek sa att undergrup-
per snabbt ska kunna identifieras.
Med denna information kan man till
exempel spara killan till spridningen
av giftet eller ta reda pa om olika fall
hidnger samman med varandra.

Eftersom laboratoriet fér Endopep-
MS-metoden dven kommer att kunna
anvindas till andra toxiner framéver
har SVA:s generella formaga att
hantera mycket giftiga dmnen okat

betydligt.

Public Domain

Kristallstrukturen i botulinumtoxin,
en substans som innehaller stora molekyler.

SLUTSATSER

SVA har under projektperioden avsevirt forbattrat sin formaga
att snabbt detektera botulinumtoxiner i biologiska prover. Bade
toxinets grupper och undergrupper kan pavisas med de nya
metoderna. Den kompetens och utrustning som nu finns pa
myndigheten ar en viktig resurs for landet vid en krissituation.

Det nara samarbetet kring avancerad kemisk analys av mycket
giftiga amnen som har inletts mellan myndigheterna i detta
projekt bedéms ocksa ge en virdefull plattform, bade for
kommande utvecklingsarbete och for hantering av oonskade
handelser i framtiden.

Illustration: Wikimedia



Arbete med botulinumtoxin,
saxitoxin och mjaltbrandstoxin
vid Totalforsvarets forskningsinstitut

FOI forskar om skydd mot hotdm-
nen med koppling till kemisk och
biologisk krigféring samt terrorat-
tacker och kriminalitet. Att utveckla
metoder for en fordjupad kemisk
analys av sadana dmnen dr en viktig
uppgift. Detta projekt har omfattat
imnen som alla dr svara att mita

pé ett enkelt och tillforlitligt sitt;
botulinumtoxin, saxitoxin och mjilt-
brandstoxin (antraxtoxin), nagra av
de mest akuttoxiska kemiska dmnen
som finns.

Botulinumtoxin produceras av
Clostridium-bakterier och giftver-
kan visar sig i form av att andningen
forlamas. Saxitoxiner produceras
naturligt av vissa typer av alger.
Konsumtion av skaldjur (till exempel
musslor och ostron) dir toxinet har
ackumulerats kan orsaka paralytisk
skaldjursforgiftning, ett tillstand dar
neurologiska symptom dominerar.
Allvarlig forgiftning kan resultera i
forlamning och andningssvarigheter,
och utgangen kan vara dodlig

Sjukdomen mjiltbrand, dven kall-
lad antrax, orsakas av den sporbil-
dande bakterien Bacillus anthracis.
Mjiltbrandstoxin orsakar lokal
vivnadsdod, med en efterfsljande
blodférgiftning som kan vara livsho-
tande. Mjiltbrand 4r en av de dldsta
infektionssjukdomar som ménniskan
kédnner till. Det 4r en mycket smitt-
sam dkomma, med ett akut férlopp
som frimst drabbar idisslare. Men
majoriteten av alla diggdjur inklu-
sive mianniskan kan infekteras.

g ¥

Foto: FOI

FOI har under projektet arbetat med att etablera
sakra metoder for hantering och upparbetning av toxinprover.

PROJEKTMAL

Malet for delprojektet vid FOI var
att utveckla metoder for rittsrelate-
rad (forensisk) kemisk analys av ovan
ndmnda tre toxiner, med hjilp av
masspektrometri. Att etablera sikra
metoder for hantering och upparbet-
ning av toxinprover infor analys var

ocksa ett projektmal, liksom att testa
de nya metoderna genom att delta i
EU-projektet EQuATox (www.equa-
tox.net). Férmagan hos europeiska
laboratorier att analysera utvalda
toxiner undersoktes i projektet ge-
nom laboratoriejimforelser.



RESULTAT OCH NYTTA

FOI har inom projektet tagit fram
nya analysmetoder for de aktuella
toxinerna och ocksa utvecklat me-
toder for att rena och koncentrera
toxinerna ur komplexa material, som
forberedelse for den instrumentella
analysen.

Botulinumtoxin

Provupparbetnings- och analysmeto-
der har tagits fram for tva varianter
av botulinumtoxin, fér grupperna A
och B som dr giftiga for minniskor.
Den metod for upparbetning som
tagits fram gor det mojligt att gora
analyser pa komplexa provmaterial,
exempelvis mat. Upparbetnings-
metoderna dr baserade pa toxinets
sockerbindande egenskaper.

En forbittrad metod for klyvning
och analys av toxinet har ocksa
utvecklats inom projektet. Botuli-
numtoxinet bestar av stora proteiner,
de maste klyvas till mindre delar for
att kunna analyseras med masspek-
trometriska metoder.

Slutligen har den sammanlagda kom-
petensen utnyttjats inom EQuATox
for att karaktirisera det toxinma-
terial som anvindes for att bereda
prover till laboratorietesterna. FOI
deltog direfter dven i testet.

Saxitoxin

For saxitoxin och relaterade algtoxi-
ner har FOI utarbetat en metod dir
dessa dmnen kan renas fram fran
svara provtyper utan att toxi-

nerna omvandlas under processen.
Detta dr en forbittring jamfort med
befintliga metoder. Mgjligheterna
att jamfora prover for att spara
ursprunget till en forgiftning har
forbéttrats. Med de dldre metoderna
forloras en méngd information som
har betydelse for provjamforelser
och killsparning,.

Provberedning i dragskap.

En masspektrometrisk metod for
att analysera proverna har ocksa
utarbetats. Denna utvirderades med
godkint resultat i laboratorietestet
EQuATox (www.equatox.net).

Mjaltbrandstoxin

Metoder for att analysera mjilt-
brandstoxin och 6demfaktorn —
proteiner som produceras i samband
med infektion av mjiltbrandsbak-
terier — har etablerats vid FOI. For
att mgjliggora analyser av mycket
sma mingder av dessa proteiner

SLUTSATSER

Foto: FOI

har en uppreningsmetod baserad pa
bindande antikroppar anvints.

Vid beredningen av prover anvands
sarskilda tillsatsamnen.

FOI har genom projektet avsevirt forbittrat sin formaga att 16sa

svara analysfragestillningar kring komplexa prover med innehall

av toxinerna saxitoxin, botulinumtoxin och mjiltbrandstoxin. Fokus

har legat pa att bygga upp formaga till analys av prover som ir

relevanta i en brottsrelaterad utredning. Den férvirvade kunskapen

att analysera toxinprover kan dven anvéndas i samband med olyckor

och andra krissituationer.

104 :0304



J
LIVSMEDELS
VERKET

Arbete med enterotoxin
och cereulid vid Livsmedelsverket

Livsmedelsverket arbetar aktivt

for sikra livsmedel f6r konsumen-
ten och for drlighet och redlighet i
livsmedelshanteringen. Mycket av
detta arbete sker genom regelbunden
kontrollverksamhet, men en annan
viktig del av verksamheten &r kris-
beredskap.

God krisberedskap kan till exempel
betyda formaga att snabbt hitta kal-
lan vid ett matforgiftningsutbrott

sa att utbrottets omfattning kan
begrinsas. IFor att utreda orsaker till
matforgiftningsfall krévs tillgang
till snabba och sékra analysmetoder.
I detta projekt har tva beredskaps-

metoder tagits fram, en for analys

av enterotoxiner 1 livsmedel och en
for analys av cereulid i pasta och ris.
Bade enterotoxiner och cereulid 4r
vanliga orsaker till matférgiftningar.
Dirfor ar det viktigt att det finns
analysmetoder som gor det mojligt

att mita deras ndrvaro i livsmedel.

Enterotoxiner

Enterotoxiner dr en grupp virme-
stabila gifter som bildas av bakte-
rien Staphylococcus aureus. Denna
bakterie finns naturligt i en del av
befolkningen och kan 6verforas till
livsmedel vid bristfillig hygien i

hanteringen. Det finns ocksa en risk
att livsmedel avsiktligt forgiftas med
enterotoxiner i syfte att gora skada
pé samhillet. Enterotoxiner finns
dédrtor med pa internationella listan
6ver biologiska vapen.

Cereulid

Cereulid &r ett gift som produceras
av bakterien Bacillus cereus. Bakterien
kan vixa och sldppa ut sina gifter i
stiarkelserika livsmedel (ofta pasta
och ris) om dessa forvaras pa fel sitt.
Cereulid 4r liksom enterotoxiner ett

virmestabilt gift.

Foto: Livsmedelsverket

En masspektrometer av typen LC-MS/MS har anvants i Livsmedelsverkets analyser.
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PROJEKTMAL

Malet for delprojektet vid Livsme-
delsverket var att utveckla och funk-
tionstesta kemiska analysmetoder for
enterotoxiner och cereulid. Eftersom
dessa bakterietoxiner dr vanliga or-
saker till matforgiftningar i véarlden
behévs metoder som gor det mojligt
att pavisa férekomst av dessa gifter i
livsmedel.

Ett delmal vid utveckling av ente-
rotoxinmetoden var ocksé att kunna
sirskilja olika typer av enterotoxi-
ner, vilket dr viktigt da man ska
utreda orsaken till ett oavsiktligt
eller avsiktligt forgiftningsutbrott.
Metoden ir inte i forsta hand avsedd
att anvindas for rutinkontroll av
livsmedel utan ska fungera som en
beredskapsmetod som man kan an-
vinda vid misstanke om att entero-
toxiner ligger bakom ett utbrott.

RESULTAT OCH NYTTA

Enterotoxinmetoden har testats
genom tillsatsforsok pé tva livsme-
delstyper: rikor och mjélk. Tillsats-
forsok innebir att testet gérs med en
kind halt enterotoxin. Kan motsva-
rande méngd sedan pavisas indikerar
detta att den anvinda analysmetoden
ir relevant och tillforlitlig.

Genomforda tester har visat att
metoden fungerar bra och att det géar
att detektera sméa mingder entero-
toxin. Tva olika typer av enterotoxi-
ner har undersokts och det har visat
sig att det gar att sdrskilja dessa fran
varandra. Metoden har potential att
kunna detektera och sirskilja mellan
ytterligare varianter.

Metoden har inte testats i skarpt
lage da inga kidnda, stora matforgift-
ningsutbrott orsakade av entero-
toxiner intriffat i Sverige under

SLUTSATSER

projekttiden. Metoden 4r dock klar
att anvinda om ett sddant utbrott
skulle ske.

Den nya metoden for analys av
cereulid 1 kokt ris och pasta har dven
den testats genom tillsatsforsok.

Ett stort antal autentiska matpro-
ver anvindes for att sikerstilla att
metoden ger stabila resultat och dr
kénslig nog for att ge tillforlitliga
besked om innehall av giftiga nivaer
av cereulid i ett livsmedel.

Metoden som arbetats fram i detta projekt fungerar bra for att

pévisa nidrvaro av enterotoxiner i rikor och mjélk. Man skulle san-

nolikt kunna undersoka fler livsmedelstyper utan att nagra stérre

metodforindringar behover goras. Den nya analysmetoden for

cereulid kan detektera och mita giftiga halter i livsmedel. Metoden

4r snabb och enkel.

Med dessa nya metoder har Sveriges féormaga att hantera for-

giftningsutbrott till f6ljd av enterotoxiner eller cereulid avsevirt

stiarkts. Aven de toxiner och analysmetoder som andra myndigheter

inom projektet arbetat med har relevans fér livsmedel och dricksvat-

ten. Sammantaget har projektet lett till att krisberedskapen inom

Livsmedelsverkets ansvarsomrade klart forbittrats.

Foto: Livsmedelsverket

Koncentrerade mjolkprover i vintan pa upprening och slutlig analys med masspektrometer.



Foto: SKL

Spice bestar av syntetiska cannabinoider som blandats med sma mangder vaxtmaterial och

sdljs ofta i sma firgglada pasar med nagra gram preparerat vixtmaterial.

Arbete med cannabinoider och katinoner
vid Statens kriminaltekniska laboratorium

En viktig uppgift for Statens krimi-
naltekniska laboratorium (Nationellt
forensiskt centrum fran arsskiftet
2014/2015) dr att utfora undersck-
ningar i brottmal at rittsvisendets
myndigheter.

Bruket av nya syntetiska droger, sa
kallade internetdroger, dr ett vix-
ande samhillsproblem. Illegal fram-
stdllning har under de senaste aren
drastiskt férdndrat vilka droger som
missbrukas. Dessa nya substanser dr
ofta syntetiska varianter av tidigare
kinda vixtsubstanser, till exempel
tetrahydrocannabinol (THC) eller
katinon. Bada har ett naturligt ur-

sprung som véxttoxiner.

De nya drogerna tillverkas nistan
uteslutande utomlands och kan med
liatthet bestillas via internet. Nir en
ny drog introduceras pa marknaden
kan den saluféras som laglig tills
den har upptagits 1 en reglerande
forteckning. Nya substanser infors
stindigt i dessa forteckningar, vilket

snabbt driver pa framstillningen av

andra nya, potenta droger.

Utvecklingen gar sa fort att det
rader stindig brist pd kommersiella
referenssubstanser, vilket gor det
svart for myndigheterna att identi-
fiera och utveckla analysmetoder for
de nya drogerna. Tva stora och nu
aktuella grupper av missbrukssub-
stanser dr syntetiska cannabinoider

och syntetiska katinoner.

Syntetiska cannabinoider

Likemedelsindustrins arbete med att
utveckla nya likemedel, inte minst
sadana som ger smirtlindring, har
resulterat i att det tagits fram méanga
nya substanser som potentiella like-
medelskandidater. Utgangspunkten
har bland annat varit att efterlikna
vissa av effekterna hos tetrahydro-
cannabinol (THC), vilken dr en av
de aktiva toxinerna i vixtdrogerna
cannabis och hasch.

De flesta av dessa framtagna
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substanser uppvisar olika grad av
psykoaktiva effekter. Genom att
gora mindre kemiska forandringar
pé molekylniviakan kan hundratals
nya varianter skapas. Dessa &mnen
bendmns syntetiska cannabinoider
och en del av dem har kommit att bli
alternativ till cannabis. Toxiciteten
ar oftast okind, vilket medfor stora
risker for missbrukaren.

Syntetiska cannabinoider blandas
vanligen med ett vixtmaterial och
brukar da kallas spice. I genomsnitt
uppticks och strukturutreds en ny
syntetisk cannabinoid varannan

vecka vid SKL.

Syntetiska katinoner

Grundtoxinet fér gruppen synte-
tiska katinoner dr det rusbringande
imnet katinon som tillsammans med
katin utgor de aktiva substanserna

1 viaxtdrogen kat. Aven inom denna
grupp férekommer manga syntetiska
varianter med olika grad av, eller
okind toxicitet.



PROJEKTMAL

Malet med delprojektet vid Statens
kriminaltekniska laboratorium har
varit att framstilla ett antal synte-
tiska cannabinoider och syntetiska
katinoner for att sedan utveckla
analysmetoder for dem.

Ett delmal har ocksa varit att genom
myndighetssamarbete ha ett utbyte
av framtagna referenssubstanser och
ligga in dessa i den egna referens-
databasen. Att utbyta kunskap och
utnyttja andra myndigheters labora-
torieresurser har ocksa varit ett mal.

RESULTAT OCH NYTTA

Projektet har resulterat i en metod
for att forsoka forutspa vilka synte-
tiska varianter av vixttoxiner som
kan forvintas komma pa den illegala
drogmarknaden. Det har forstirkt
beredskapen och mojligheterna att
uppticka de mest potentiella CBRN-
dmnena inom drogomradet.

Baserat pa den framtagna metoden
har ocksa strategier for kemisk
framstillning av syntetiska can-
nabinoider tagits fram. Tva utvalda
grundstrukturer och fyra slutpro-
dukter har framstillts i samarbete
med Totalforsvarets forskningsin-
stitut 1 Umed. Hédrigenom har dven
kompetensen kring framstéllningen
av syntetiska cannabinoider stirkts.

Fran grundstrukturerna kréavs bara
ett framstillningssteg fram till
fiardig substans. Detta dr en viktig
utgangspunkt fér den framtagna
strategin. Genom att skapa nidstan
fardiga substanser kan referenssub-
stanser snabbt tillverkas vid behov.

De framtagna substanserna har
analyserats med ett flertal forekom-
mande tekniker. Resultaten har
utvirderats for att ge en kunskap om
hur och med vilken sikerhet det gar
att sirskilja snarlika varianter.

Varianter av syntetiska katinoner
har framstillts, analyserats och
utvidrderats pa motsvarande sitt. De
framtagna substanserna har dven
lagts till i laboratoriets referensdata-
bibliotek.

Vid flera tillfillen under projekt-
tiden har det i den ordinarie drende-
verksamheten férekommit material-
typer dir detektionen med befintlig
standardmetodik varit begransad.
Dessa fall har tagits om hand inom
projektet for att kunna identifiera
framtida behov av metodutveck-
ling med inriktning mot CBRN-
hindelser. Framforallt giller det fall

SLUTSATSER

ddr substanserna férekommer i laga
koncentrationer tillsammans med

storande dmnen.

Kunskapsutbytet mellan de delta-
gande myndigheterna i samband
med projektets workshops har varit
utvecklande. Bland annat har detta
resulterat 1 en ny berdkningsmodell
for beredning av syntetiska can-
nabinoider (spice). Den har infor-
livats i den rutinmissiga drende-
handliggningen. Genom projektet
har dven samutnyttjandet av vissa
instrumentresurser och samarbetet
mellan SKL och Rittsmedicinalver-
ket stirkts.

Férmagan att analysera, upptécka och identifiera nya syntetiska

droger som har sitt ursprung fran vaxttoxiner har kraftigt starkts

genom detta projekt liksom beredskapen for en eventuell CBRN-

héndelse med saddana substanser.

Mycket virdefulla kontaktytor har etablerats mellan deltagande

myndigheter vad giller utbyte av erfarenheter inom det teoretiska

savil som inom det praktiska omradet.

Foto: SKL

Exempel pa utrustning som kan anvandas

vid beredning av spice i mindre skala.
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RATTSMEDICINALVERKET

Arbete med flexibla analysmetoder
for droger vid Rattsmedicinalverket

Rittsmedicinalverkets uppgift ar
att tillhandahalla expertkompetens
inom det rittsmedicinska omradet,
for att hjdlpa domstolar, aklagare
och polis att forsta omstindigheter i
olika rittsfall. Bland annat forfogar
Rittsmedicinalverket 6ver Sveriges
enda rittskemiska laboratorium,
med uppdraget att utféra analyser
av alkohol, narkotika, likemedel och
gifter i biologiskt material, till exem-
pel blod och urin.

Bruket av nya, designade droger - sa
kallade internetdroger - har, som
beskrivits tidigare, blivit ett vixande
samhéllsproblem med sévil okat
missbruk som ett 6kat antal forgift-
ningsfall som f6ljd. Formagan att
klassa nya substanser som narkotika
eller hilsofarlig vara har snabbats
upp, men &r fortfarande en tidskra-
vande process med flera myndighe-
ter inblandande. Nir en substans vil
klassats minskar forekomsten ofta
drastiskt eller férsvinner helt.

Begiran om analys av internetdro-
ger kommer till Rittsmedicinal-
verkets avdelning for rittsgenetik
och réttskemi fran savil polis och
kriminalvard som fran Rittsmedi-
cinalverkets obduktionsverksambhet.
Dessa forfragningar kan gilla utred-
ningar kring eget bruk av narkotika,
drograttfylleri, eventuella forgift-
ningar eller dédsfall. Laboratoriet
far framst in provmaterial 1 form av
urin eller blod. Valet av provmaterial
beror dels pa det lagrum som finns
for provtagning och dels pa vilket
material som dr mojligt att inhdmta.

En utmaning fér laboratoriet 4r att

kunna mota behovet av en stindig

-. ' [ i)
]
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e . . Foto: RMV
Arbete med provmaterial vid Rattsmedicinalverkets

laboratorium.
och snabb forandring av analysme- deras forvintade nerbrytningspro-
toderna for att hitta sparmédngder av.  dukter i de komplexa provmaterial

nya, tidigare okénda substanser och som urin och blod utgér.
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Utveckling av nya metoder dr
tidskrivande. For att sikerstilla
analysernas kvalitet krivs dessutom
ett omfattande valideringsarbete

som kan ta flera ménader.

PROJEKTMAL

Malet med delprojektet vid Rétts-
medicinska laboratoriet har varit

att utveckla flexibla analysmeto-

der baserade pa den senaste och

mest sofistikerade analystekniken.
Eftersom tidigare okidnda kemiska
dmnen dyker upp regelbundet krivs
formaga till snabba fordandringar och
uppdatering av metoderna.

Fokus har legat pa att utveckla nya,
unika metoder anpassade for analys
av katinoner, fenetylaminer, piperazi-
ner och andra vanligt férkommande
internetdroger 1 urin respektive blod,
samt att utveckla metoder sirskilt
anpassade for analys av syntetiska
cannabinoider och deras omvand-
lingsprodukter. Ett delmal har dven
varit att bygga upp referensdatabaser
for dessa dmnen.

RESULTAT OCH NYTTA

Genom att sitta av avsevirda
resurser fér metodutveckling och
arbeta pa ett systematiskt sitt i
projektform har laboratoriet pa kort
tid kunnat inf6ra flera nya metoder
med UHPLC-QTOF MS for analys
av urin och blodprover, det vill siga
tekniker som bygger pa hogupp-
l6sande masspektrometri (MS) sa
kallad "Quadrupole Time-of-Flight
tandem MS” (QTOF-MS) i kombina-
tion hogupplosande vitskekromato-
grafi (UHPLC).

Tekniken skiljer sig fran annan
tidigare anvidnd analysteknik genom
att man vid analys kan samla stora
mingder data som i efterhand gar att
bearbeta och analysera. Med hjilp av

egna, uppbyggda referensdatabaser
kan ett stort antal olika substanser
identifieras i ett och samma prov.

De databaser och bibliotek som upp-
riattats innehaller for tillfillet mer
dn 100 olika syntetiska cannabinoi-
der, ett 50-tal metaboliter till dessa
samt ndrmare 150 olika katinoner,
fenetylaminer, piperaziner och andra
nu vanligt forkommande internet-
droger. Samtliga metoder har bérjat
anvindas 1 rutinverksamheten, men
dven for olika forskningsprojekt.
Bland annat har projekt paborjats
for att kartligga metabolismen for
nya substanser genom studier med
hjilp av humana levermikrosomer,
djurmodeller och humana fall.

Efter begiran fran framférallt polis
och kriminalvard under ett ars tid
har mer 4n 5 500 urinprover och

2 000 blodprover analyserats for
internetdroger och deras metaboliter,
(syntetiska cannabinoider undan-
tagna). I dessa prover har frekvensen
positiva fynd i genomsnitt varit 21
procent. 51 olika internetdroger har

identifierats.

Nirmare 10 000 urinprover har ana-
lyserats for metaboliter av syntetiska
cannabinoider. Hir har frekvensen
positiva fynd varit lag, i snitt tre
procent. Detta beror pa metodens
begrinsningar: de nya substansernas
metabolism ir ofta okind och det
saknas referensmaterial for manga

metaboliter.

SLUTSATSER

Frekvensen positiva fynd har dar-
emot varit 22 procent i de mer in
800 analyser som gjorts for intakta
syntetiska cannabinoider i blod un-
der fyra manader. Hir dominerar
fynden av ett tiotal substanser.
AB-FUBINACA star just nu for
mer dn hilften av dessa fynd. En rad
individer har kunnat lagféras for
brott och bruket av nya droger har
kunnat aterrapporteras till andra

myndigheter.

Resultat fran projektet har presente-
rats savil i vetenskapliga publikatio-
ner som vid méten och konferenser.
Nya rutiner har utvecklats for kon-
tinuerlig uppdatering och vidareut-
veckling av de nya metoderna. Detta
arbete kommer dock fortsatt vara

resurskrivande.

lllustration: SKL

Exempel pa kemisk
struktur i en syntetisk cannabinoid.

Genom teknikskifte till UHPLC-QTOF MS har beredskapen och
formagan att analysera nya internetdroger ckat avsevirt. Laborato-

riet dr harmed ett av virldens ledande toxikologiska laboratorier i

analys och rapportering av nya internetdroger.



KONTAKTPERSONER

Vill du veta mer om hur de olika myndigheterna arbetat i
projektet Kemisk analys av toxiner kan du vinda dig till
nedanstaende kontaktpersoner:

Statens veterinarmedicinska anstalt, UIf Bondesson:
ulf.bondesson@sva.se

Totalforsvarets forskningsinstitut, Crister Astot:
astot@foi.se

Livsmedelsverket, Karl-Erik Hellenas:
karl-erik.hellenas@slv.se

Statens kriminaltekniska laboratorium, Per Lundquist:
per.lundquist@polisen.se

Rattsmedicinalverket, Martin Josefsson:
martin.josefsson@rmv.se
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